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れるならぼ正常様・細胞分化機構の普遍的一面を観た
ことになると思います3）。
　最後に、上記スフィニゴ脂質分析法開発以前に行っ
ていた、エイコサノイド及びドコサノイド類のLC－
TSP－MS分析法の概要を表2に示し、これらの対象物
にもTSP法が有用であることを示します。一般に、エ
イコサノイド類は多価不飽和脂肪酸（PUFA）または
その誘導体に水酸基または酸素が一つ、或いは複数個
導入された構造を有し、その導入位置または導入数に
より極端に異なる生理活性を示すもので、LC－MS分
析の測定対象物としては厄介なものの一つです。当演
者はこれらを系統的に分別定量する為に、サンプルの
アセチル誘導化を行いました。その結果、分子内水酸
基はすべてアセチル化され、これをLC－TSP－MS分析
したところ、導入されたアセチル基が全て脱離して水
素付加したイオン［MH－n（60）］が強いベースイオンと
なることが判明しました。このベースイオンを対象に
分析することで、多段のフラグメンテーションによる
感度低下を回避して系統的・高感度分別定量分析が可
能となりました。例外として、ω位またはその隣に導
入されたアセチル基は脱離しぬくいので、そのベース
イオンは［MH一（n－1）・60］となるという特性があり、こ
れを利用してω酸化物の分別定量が可能です。更に、
過酸化物であるハイドロペルオキサイドも同様にア
セチル化されることから測定が可能であるぽかりで
なく、そのベースイオンのm／z値が水酸化物アセチル
誘導体からのm／z値と異なることからこれらを分別
定量できるという画期的な側面もありました。一方、
非誘導化物のLC－TSP－MS分析では、ω水酸化物の
ベースイオンが擬似分子イオンであるのに対して、一
般的な水酸化物のベースイオンが［MH－H，O］であり、
これらを分別定量することができました。また、エポ
キサイド等も高率に擬i似分子イオンをもたらすので、
これを頼りに分別化が可能でありました1）。
　上記に述べたように、演者はCaco2細胞における酪
酸Na性分化誘導による不飽和脂肪酸ω水酸化活性
の上昇を報告していますが、この活性の生理的意義は
不明であり、この酵素の内因的基質は特定されていま
せん。他の研究報告からの知見より、培養神経細胞に
おける内因性Glc－Cer濃度上昇が細胞内Ca2＋濃度上
昇を引き起こすとされているので、同様のことが
Caco2でも起こると仮定すると、酪酸Naによる内因
性Glc－Cer濃度上昇はCa2＋濃度上昇を介してPKC
とMAPkinaseを活性化し、細胞質一PLA、のリン酸化
を引き起こし、またCa2＋濃度上昇によりリン酸化細
胞質一PLA，は核膜へ移動して核膜からアラキドン酸
遊離を引き起こすことが想定されます。細胞内アラキ
ドン酸濃度の上昇はリポキシゲナーゼやシクロオキ
シゲナーゼ等による酸化代謝物産生を引き起こすの
で、これらによる細胞障害を避ける為にアラキドン酸
を不活性化、即ち、ω一HETEへのω水酸化活性が上昇
することが必要になると思われます。Cer代謝とアラ
キドン酸代謝、一見繋がりそうも無い二つの代謝系が
関係してくる一端が見えてきたのかもしれません。
1）
2）
3）
4）
5）
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2．血液疾患におけるフローサイトメトリーを
　　用いたテロメア長解析
（内科学第一）
○指田　吾郎、大屋敷一馬
（難治性免疫疾患研究センター）
　大屋敷純子
【要旨】テロメアは染色体末端に位置するTTAG－
GGの単純な繰り返し配列で、正常体細胞では末端複：
製問題のため細胞分裂のたびに短縮する。近年フロー
サイトメトリーとpeptide　nucleic　acidプローブを用
いたテロメア長の測定法（且ow－FISH法）が開発され
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た。今回我々は、造血器腫瘍および造血幹細胞移植前
後のテロメア動態を明らかにする目的で、flow－FISH
法を用いたテロメア長解析を試みた。従来のサザンプ
ロット法によるサブテロメアを含むDNA断片の測
定（TRF）と異なり、且ow－FISH法により迅速で的確
なテロメア反復配列の計測が可能であった。また悪性
腫瘍に対する抗テロメラーゼ療法における治療適応
の判定や効果判定にも応用でき、今後の且ow－FISH法
による腫瘍細胞のテロメア解析の進展が期待される。
はじめに
　テロメアは染色体末端に位置するTTAGGGの単
純な反復配列であり、テロメラーゼ非存在下では末端
複製問題のため細胞分裂のたびに短縮する1）。テ幅出
ラーゼは多くの種で保存されている逆転写酵素で、テ
ロメア反復配列の伸長が可能である2）。脊椎動物を含
め老化に伴い体細胞のテロメアは短縮し、テロメラー
ゼ活性のない正常体細胞は最終的には細胞分裂を停
止する。一方癌細胞では発癌過程においてテロメラー
ゼの再活性化と細胞不死化が生じ、テロメア短縮によ
る増殖停止を回避している3）。こうしたテロメア／テ口
気ラーゼ調節機構は老化や発癌機構のみならず、免疫
疾患や感染症における免疫担当細胞を中心とした体
細胞においても重要な役割を果たしていることが近
年解明されてきた4）。今後進展が期待される悪性腫瘍
に対する抗テロメラーゼ療法における治療適応の判
定や効果判定に際して、腫瘍細胞自体のテロメア長を
知ることは重要な課題である。しかしながら、テ片忌
ア／テロメラーゼ調節機構の根幹を占めるテロメア長
の解析は、長年にわたりサザンンプロット法による
TRF（terminal　restriction　fragment）によって検討され
ており、技術的な進歩に乏しかった。近年カナダのDr，
Lansdorpらが、フローサイトメトリーとPNA（pep－
tide　nucleic　acid）プローブを用いたテロメア長の測定
法（且ow－FISH法）を報告した5）。　PNAは核酸に特異
に結合するアナログであり、in　situ　hybridizationを
はじめとする様々な手技に応用されている。且ow－
FISH法はサザンプロット法によるサブテロメア領域
を含んで計測されるTRFと異なり、迅速で的確なテ
ロメア反復配列の計測が可能である。今回我々は、骨
髄異形成症候群をはじめとする造血器腫瘍、また同種
骨髄移植患者における移植前後の免疫状態と、造血細
胞のテロメア動態との関連を明らかにする目的で、
且ow－FISH法を用いた血液細胞のテロメア長解析を試
みた。
研究対象および方法
　（1）対象
　インフォームドコンセントの得られた健常人およ
び血液疾患患者を対象とした。健常人と患者群に年齢
差を認めなかった。
　（2）　TRF法
　従来我々が報告してきたように、単核球分離後に
DNAを抽出しHinf【消化後、（TTAGGG）、をプロー
ブとしてサザンプロット法により測定した6）。
　（3）　Q－FISH法
　カルノア固定した骨髄心ないし末梢血培養細胞か
ら、染色体標本を作製。テロメアPNAプローブの
hybridizationを施行した。DAPIにて対比染色した後、
蛍光顕微鏡にて間期核、分裂中期核を観察。粒子解析
にてテロメア長を解析した7）。
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図1．flow－FISH法によるテロメア長の計測。　PNA（一）とPNA（＋）の蛍光強度の差がテロメア反復配列に相当する。
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　（4）　f【ow－FISH法
　末梢血採取後、溶血、細胞固定後にPNAプローブ
を加えDNA変性、　hybridizationを施行した。洗浄後、
propidium　iodideにて核染色し、フローサイトメター
にて解析した。前方散乱光（fbrward　scatter）と側方散
乱光（side　scatter）により、月毎球分画およびリンパ球
分画に分けた（図1）。テロメア長が既知のコントロー
ル細胞株と比較することにより、リンパ球と穎粒球分
画それぞれのテロメア長とした8）。
結果と考察
　（1）骨髄異形成症候群のテロメア動態
　MDSは造血幹細胞レベルのクローン性増殖性疾患
でアポトーシス充進による血球減少と異形成を特徴
とする疾患群である。疫学的には高齢者に多く、急性
白血病化した症例では、de　noyoの急性骨髄性白血病
に比較して治療抵抗性であることが多い。我々の初期
の検討を含めて、多くのMDS症例でテロメア長は短
縮していることが報告されているが、MDSはもとも
とheterogeneousな疾患であり、従来のTRF法では正
常細胞や単核球の混在の問題があるため、必ずしも
MDSクローン自体のテロメア長を的確に捕えている
は言えない面があった。またMDSは全般に低いテ
ロメラーゼ活性を認める傾向にあり、一元論的なテロ
メア長と病期あるいは病型の進展との関連は見出さ
れていない9）。そこで、腫瘍細胞自体のテロメア長を知
るため以下の検討を試みた。
　Q－FISH法による検討では、細胞周期ごとのテロメ
ア長を解析することで、造血細胞の細胞分裂歴の観点
からのテロメア動態の解明を試みた。Q－FISH法では
個々の分裂期の細胞のテロメア長を総和することで
症例のテロメア長を計測した。健常者の骨髄細胞およ
び細胞株の検討ではQ－FISH法とTRF法では正の相
関関係を認めた。MDS症例における分裂中期細胞の
テロメア長の検討では、TRFからの期待値と比較し
てQ－FISHでは短いテロメア長を認めた（図2）。これ
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図2．MDS症例におけるQ－FISH法による分裂期核テロメア長解析。横軸がテロメア蛍光強度，縦軸が頻度である。個々の
　　分裂期の総和が症例のテロメア長となる（g）。観察された代表例を（h）に示す。（文献7より）
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図3．MDSおよび特発性血小板減少性紫斑病における末梢血頼粒球／リンパ球テロメア長比。（文献8より一部改編）
らのQ－FISH法で解析された分裂中期細胞は、染色体
分析で認めた染色体異常と同様の異常を有しており、
TRF法にて検出困難であったMDSクローンのテロ
メア短縮が証明された7）。こうしたMDS症例ではテ
ロメア分布が正規分布に従わず、図2の様に偏在して
いる。この知見はテロメア短縮による細胞老化がテロ
メア長の平均値ではなく、一番短いテロメア長に依存
する可能性を示唆している。
　一方且ow－FISH法による不応性貧血患者のテロメ
ア長解析では、末梢血穎粒球に比較してリンパ球の相
対的なテロメア長短縮を認める症例群がみられ（図
3）、こうしたMDS症例の発症過程には、免疫学的背景
すなわち免疫担当細胞の老化（immuno－senescence）
の関与が想定された8）。以上且ow－FISH法およびQ－
FISH法により、免疫担当細胞またMDSクローンの
サブテロメア領域の解析が併せて進むことにより、
MDSにおけるテロメア動態の解明が期待される。
　（2）慢性骨髄性白血病（CML）のテロメア動態；
　　　特にメシル酸イマチニブとの関連について
　メシル酸イマチニブ（イマチニブ）は、CMLの病
因となるPh染色体の遺伝子産物Bcr／Ab1チロシンキ
ナーゼを選択的に阻害する分子標的治療薬である10）。
慢性期CML患者に対して良好な血液学的および細
胞遺伝学的効果を示すことが知られ、テロメア長が予
後予測因子と成りえるか検討した。慢性期CML　26症
例について、イマチニブ治療前および治療開始後9ヶ
月の末梢血穎粒球およびリンパ球のテロメア長を
flow－FISH法にて解析した。寛解群（major　CR）と非
寛解群を比較すると、非寛解群のテロメア長が短い傾
＄
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図5．CML症例のイマチニブ投与前後の穎粒球テロメア長
　　の伸長。縦軸がテロメア長（kb）。
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革を認めたが、症例数が少ないこともあり予後との有
意差は認められなかった。一方治療効果の面から検討
すると寛解群（major　CR）での穎粒球のテロメア長
の伸長傾向を認め（図4）、寛解群CMLにおけるPh
染色体陰性穎粒球の回復を示唆する所見と考えられ
た。
　（3）造血幹細胞移植におけるテロメア動態
　同種骨髄移植患者の移植後骨髄細胞は、提供者の骨
髄細胞に比較して約15年相当のテロメア短縮を来し
ており、二次発癌との関連が報告されている11）。同種
骨髄移植患者6例を対象に移植前後のテ洋銀ア長を、
且ow－FISH法及びTRF法を用いて計測した。4／6例に
移植直後に末梢血テロメア長の一過性の短縮を認め
た。移植片対宿主病（GVHD）の重症度と末梢血リン
パ球のテロメア長の短縮に有意な相関は認めなかっ
たが、一部の症例では慢性GVHDに一致して末梢血
テロメア長の急速な短縮を認めた（図5）。flow－FISH
法によるテロメア長解析は、immuno－senescenceの観
点から、GVHDをはじめとする骨髄移植合併症の病
態解明に有用であることが示唆された。
結 語
　本研究においてfiow－FISH法による簡便で迅速な
血液細胞または造血器腫瘍ごとのテロメア測定が可
能であった。且ow－FISH法またQ－FIsH法は従来の
TRF法と異なり、サブテロメア領域を含んで計測す
る欠点もなく、テロメア反復配列を直接的かつ視覚的
に同定できる。さらにTRFのみの検討ではテロメア
部分の再構成による異常を見落としている可能性が
示唆された。MDSの病態解明や、造血幹細胞移植後の
GVHDなどの合併症の病態解明に有用であり、今後
の悪性腫瘍に対する抗テロメラーゼ療法の適応、効果
判定にもflow－FISH法は有効であると期待される。
本研究は文部科学省、産学連携事業およびハイテク
リサーチセンターの補助によった。
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3．プロテオミクスを用いた、大腸癌の骨転移
　　に関わるタンパク質発現解析
（外科学第三）
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はじめに
　大腸癌において、肝転移の有無はもっとも重要な予
後規定因子であることは明白であり、肝転移の予測は
生命予後に直結する効果をもたらすと考えられる。
　最近の分子生物学の進歩により転移のメカニズム
について多くの知見が明らかになり、これまでに多く
の研究者たちが転移に関わる分子群を同定し、転移の
メカニズムに関わる研究が行われてきたが実際に一
つの分子による発現変化のみで転移が制御されてい
るのではなく、様々分子の発現変化により転移が成立
していることが明らかになってきている。そこで、一
度に多数の遺伝子の発現解析が行える方法として
Gene　chip，　cDNA　array等を用いた発現解析法が注目
され様々な知見が出始めている。しかしmRNAの発
現情報のみでは生命情報のすべてを解明することが
困難であることは明らかである。またmRNAレベル
での遺伝子発現量とタンパク質レベルでの発現量で
は必ずしも相関が無いことが報告されている。従って
実際に生命現象の大部分を担っているタンパク質発
現の網羅的解析が改めて注目されてきている。
　目的：大腸癌細胞株と臨床検体を用いて肝転移に
関わるタンパク質の発現解析を行う。
　方法：80％コンフルエント状態の大腸癌培養細胞
株DLD－1をPB にて洗浄後、氷上にて10％トリクロ
ロ酢酸により固定し細胞を回収，Lysis　Buffer（6M
urea，2M　thiourea，3％CHAPS，1％Triton　X－100）にてタ
ンパク質を抽出した。抽出したタンパク質のうち50
μgを蛍光色素にて標識し、65mM　DTT，1．0％am－
pholineを加えて、サンプル量を420μ1として長さ24
cm等電点3．0～10．0のIPGストリップゲルを一元目
の電気泳動を行った。泳動したIPGゲルは平衡化バッ
ファーにて平衡化を行った後に20×24cm，9～15グ
ラディエントSDS－PAGEゲルを用いて二次元電気泳
動上へ展開した。
質量解析装置によるスポットの同定
　二次元電気泳動上に展開されたスポットを切り出
した後にトリプシンにてゲル内消化を行い、ペプチド
を抽出し泳動上の全スポットについてMALDI－TOF
型の質量解析装置を用いてタンパク質の同定を行う。
　大腸癌培養細胞株のうち、肝臓への転移能が高いと
されている高転移株3株（SWl116，　HT29，　DLD－1）、低
転移株3株（COLO201，　PMCO－1，　LMCO－5）を用いて
それぞれ細胞株よりタンパク質を抽出し蛍光色素
Cy5、またすべてサンプルを混ぜ合わせものをCy3に
てラベルを行い、コントロールとし、コントロールと
サンプルを混ぜ合わせ二次元電気泳動上に展開する
（2D－DIGE）。二次元電気泳動の発現パターンを統計学
的解析ソフトにてクラスタリング解析を行う。また、
臨床病理学的検討が行われている大腸癌主病巣18例
と転移巣4例の手術標本よりマイクロダイセクショ
ンを用いて癌細胞のみを切り出しタンパク質を抽出
し蛍光色素によるラベルを行った培養細胞と同様の
手法によって2D－DIGEの画像から統計学的解析を
行った。
　結果：大腸癌細胞株DLD－1より抽出されたタンパ
ク質を二次元電気泳動に展開すると等電点3～10、分
子量10～120kDaの問に約2，500のスポットが発現し
ていることが明らかとなった（Figure　l）。
　1．2D－DIGEを用いたクラスター解析によって6
つの大腸癌細胞株は3グループに分類された。これら
の分類は大腸癌の分化度、肝転移能、接着能などの癌
の生物学的特性によって分類されていた（Figure　2）。
　2．これらの分類を特徴づける111スポットのうち
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